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la preparation de ces peptides et de ces composes et les compositions les contenant. 
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PEPTIDES LINEAIRES DERIVES DE PEPTIDES 
ANTIBIOTIQUES, LEUR PREPARATION ET LEUR UTILISATION POUR 
VECTORISER DES SUBSTANCES ACTIVES. 



5 

La presente invention concerne des peptides 
lineaires derives de peptides antibiotiques et leur 
utilisation pour vectoriser des substances actives. Plus 
particulierement 1 1 invention a pour objet de nouveaux 

10 composes formes d ' un derive lineaire d'un peptide 

antibiotique lie a au moins une substance active, ainsi 
que la preparation de ces composes et les compositions 
les contenant. 

A cote de leur systeme immunitaire 

15 responsable de mecanismes specifiques de defense contre 

les agents infectieux, les vertebres possedent de 
nombreux peptides a activite antimicrobienne (Nicolas, 
P. et al., 1995, Annual Rev. Microbiol. 49, 277-304). 
Ces peptides sont seulement presents chez les 

20 invertebres a courte duree de vie et a taux de 

renouvellement eleve, chez lesquels un systeme 
immunitaire a memoire, long a s'etablir et a developper 
une reponse appropriee, serai t inadapte . 

Les peptides antimicrobiens des vertebres , 

25 quelque soit leur origine, vertebres inferieurs ou 

super ieurs, tissus myeloides ou non myeloides, possedent 
un certain nombre de proprietes communes : 

- Une forte basicite due a la presence de 
nombreuses arginines et lysines. 

30 - La capacite de former des structures 

amphipatiques . On entend par structure amphipatique des 
structures dans lesquelles les residus hydrophobes sont 
spatialement separes des residus hydrophiles. 

- Un tres large spectre d' activite. lis sont 
35 capables de detruire rapidement des bacteries (Gram+ et 

Gram-), des champignons, quelques pro tozoaires , des 
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virus a membrane et meme certaines lignees de cellules 
cancereuses . 

Selon leur structure, les peptides 
antibiotiques peuvent etre classes en trois grandes 
5 families : 

- Les peptides antibiotiques a helices a 
amphipatiques : cecropines et maganines (Maloy, W. L. et 
al., 1995, BioPolymer 37, 105-122). 

- Les peptides antibiotiques a feuillets (J 

10 reunis par des ponts disulfures : defensines (Lehrer, R. 

I. et al., 1991, Cell 64:229-230 ; Lehrer, R. I. et al . , 
1993, Ann. Rev. Immunol. 11:105-128), protegrines 
(Kokryakov, V. N. et al . , 1993, FEBS 3 3 7:231-236), 
tachyplesines (Nakamura, T. et al., 1988, J. Biol. Chem. 

15 263:16709-16713 ; Miyata, T et al . , 1989, J. Biochem. 

106:663-668) . 

les peptides antibiotiques a chaines 
destructurees contenant de nombreux coudes lies a la 
presence de multiples prolines : bactenecines et PR39 
20 (Frank, R. W. et al . , 1991, Eur. J. Biochem. 202, 849- 

854) . 

Malgre la diversite de leurs sequences, la 
plupart des peptides antibiotiques agissent par lyse 
directe de la membrane des cellules pathogenes. Leur 

25 nature basique facilite leur interaction avec les 

phospholipides charges negativement , et leur caractere 
amphipatique leur permet ensuite de s'incorporer dans la 
membrane ou ils s ' agregent pour former des pores par 
lesquels la cellule perd sa substance. II est 

30 generalement admis que leur selectivity pref erentielle 

pour les cellules procaryotes, est due a la composition 
particuliere de leurs membranes qui contiennent 
davantage de phospholipides anioniques que celles 
d ' eucaryotes . De plus, les membranes plasmiques de 

35 cellules de mammiferes contiennent toutes du 

cholesterol, dont le role est d'en moduler la fluidite 
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et qui pourrait gener 1 ' incorporation des peptides 
antibiotiques . Toutefois, la specif icite de ces derniers 
pour les microorganismes est faible si bien qu'ils 
presentent une forte cytotoxicity ce qui en limite 

5 1 'utilisation. 

La presence de peptides antibiotiques chez 
les vertebres et plus particulierement chez les 
mammiferes souleve de nombreuses questions. Les 
immunologistes supposent que les composes a activite 

10 antimicrobienne non-specif ique que 1 • on rencontre au 

niveau des invertebres constituent un moyen ancestral de 
defense qui a ensuite evolue pour conduire aux systernes 
a memoire beaucoup plus complexes . Quel est done 
l'interet pour les mammiferes, par exemple, d' avoir 

15 conserve certains peptides a activite antibiotique ? On 

admet que ces petites molecules tou jours presentes dans 
les fluides biologiques, ou encore sequestrees dans 
certaines structures lymphocy taires , pourraient 
constituer une premiere ligne de defense en attendant 

20 que les anticorps specif iques soient secretes {Nicolas, 

P. et al., 1995, Annual Rev. Microbiol. 49, 277-304). 
lis pourraient egalement participer au sein des 
macrophages, a la destruction des membranes plasmiques 
des organismes pathogenes. 

25 Quelque soit leur role exact, les peptides 

antibiotiques ont un interet considerable du fait de 
leur large spectre d' action et de la difficulte que les 
microorganismes ont a mettre en place des strategies 
d* inactivation . De ce fait de tres nombreuses recherches 

30 sont entreprises pour essayer de trouver de nouvelles 

molecules et d'obtenir des analogues plus performant que 
les peptides parents. 11 se peut que dans l'avenir, ces 
peptides antibiotiques soient appeles a remplacer les 
antibiotiques issus de bacteries ou de champignons. 

35 Ainsi les demandes de brevet internationales PCT 

publiees sous les numeros WO95/03325, WO96/37508 et 
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WO97/02287 decrivent une nouvelle classe de peptides 
antibio tiques , designes "protegrines" , isoles de 
leucocytes de pores ou encore prepares par synthese 
chimique ou par genie genetique et presentant des 
5 activites an t ibac t er i ennes , antivirales et 

antif ongiques . 

Actuellement , les peptides antibiotiques a 
feuillets P reunis par des ponts disulfures (defensines, 

protegrines, tachyplesines) sont par t icul ierement 
10 etudies etant donne leur puissante activite 

antimicrobienne (bacteries, certains virus, champignons 
et parasites) . Dans cette famille, les protegrines et 
les tachyplesines sont certainement les molecules les 
plus prometteuses etant donne la simplicite de leur 
15 structure et la facilite relative de leur synthese. 

On designe sous le nom de protegrines un 
ensemble de cinq peptides designes PG-1, PG-2, PG-3, 
PG-4 et PG-5 dont les sequences sont donnees ci-dessous, 
etroitement apparentes et isoles de leucocytes de pore 
20 (V.N. Kokryakov & col. FEBS lett . 327, 231-236) : 

PG-1 : RGGRLC YC RRRFCVC VGR - NH 2 
PG-2 : RGGRLC YCRRRFC ICV. . -NH2 
PG-3 : RGGGLCYCRRRFCVCVGR-NH2 
PG-4 : RGGRLCYCRGWICFCVGR-NH2 
25 PG-5 : RGGRLC YCRPRFCVCVGR -NH 2 

Les tachyplesines (Tamura, H. et al . , 1993, 
Chem. Pharm. Bui. Tokyo 41, 978-980), designees Tl , T2 
et T3 et les polyphenols ines (Muta, T . , 1994, CIBA Found. 
Sym. 186, 160-174), designees PI et P2 , dont les 
30 sequences sont donnees ci-dessous, sont des peptides 

homologues isoles de 1 ' hemolymphe de deux crabes, 
Tachyplesus tridentatus pour les tachyplesines Tl , T2 et 
T3 et Limmulus polyphenols pour les polyphemusines PI et 
P2 . 

35 PI : RRWCFRVCYRGFCYRKCR-NH2 

P2 : RRWCFRVCYKGFCYRKCR-NH2 
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Tl : KWCFRVCYRGICYRRCR-NH2 
T2 : RWCFRVCYRGICYRKCR-NH2 
T3 : KWCFRVCYRGICYKRCR-NH2 

Protegrines, tachyplesines et polyphemusines 
5 contiennent une forte proportion de residus basiques 

(lysines et arginines) et possedent quatre cysteines qui 
foment deux ponts disulfures paralleles. Ces trois 
families de peptides presentent egalement des homologies 
avec certaines defensines et en particulier avec la 
10 defensine humaine NP-1 (Kokryakov, V. N. et al M 1993, 

Febs Let. 327, 231-236) . 

Tachyplesines et protegrines possedent une 
structure tridimensionnelle voisine. II s'agit d'un 
feuillet P antiparallele stabilise par les deux ponts 

15 disulfures. Ces ponts jouent un role important dans 

l'activite ant ibacterienne des protegrines et des 
tachyplesines. Leur suppression, soit en protegeant les 
groupements SH par des acetamidomethyles , soit en 
remplacant les cysteines par des alanines ou des 

20 glycines, conduit a des analogues pratiquement denues 

d'activite in vivo (Lehrer, R. I. et al . , 1996, Eur. J . 
Biochem. 240:352-357). 

Comme indique precedemment , les protegrines 
et les tachyplesines ont une importante activite lytique 

25 sur les cellules procaryotes. Les travaux de recherche 

realises par la Demanderesse sur la cytotoxicity de ces 
peptides sur des cellules de mammifere en culture, ont 
permis de mettre en evidence, avant la mort des 
cellules, des quantites non-negligeables de protegrines 

30 et de tachyplesines dans le cytoplasme desdites 

cellules. II a ete envisage que la presence des peptides 
dans le cytoplasme pouvait resulter d'un transport par 
le biais de pores, mais ces pores ne sont permeables 
qu'aux ions et aux petites molecules et leur diametre 

35 est trop petit pour permettre le passage des peptides 

ant ibiotiques . II semblerait que les protegrines et 
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tachyplesines , en plus de perforer la membrane 
plasmique, soient capables de la traverser. 

II est connu que la cytotoxicity et 
1'activite ant imicrobienne des protegrines et des 

5 tachyplesines sont dus a leur capacite de s'agreger a 

l'interieur de la membrane pour former des canaux 
multimeriques (Mangoni, M. et al . , 1996, Febs Let. 383, 
93-98) . La Demanderesse a alors envisage que cette 
agregation soit reliee a la structure tertiaire de ces 

10 peptides antibiotiques qui comportent plusieurs residus 

cysteines, et des derives lineaires des protegrines et 
des tachyplesines dans lesquels les cysteines sont 
remplacees par divers acides amines naturels, ont ete 
synthetises. Ces peptides ont ete couples, par leur 

15 extremite N-terminale, a une molecule fluorescente ou a 

la biotine et la repartition de ces marqueurs a 
l'interieur de la cellule a ete observee par microscopie 
conf ocale . 

II a ainsi maintenant ete trouve que ces 
20 peptides sont non-toxiques et sans activite lytique mais 

sont par contre capables de traverser rapidement les 
membranes des cellules de mammiferes par un mecanisme 
pass if . 

Ces derives lineaires des peptides 
25 antibiotiques constituent done un nouveau systeme de 

vectorisation de substances actives qui est non toxique. 

Par systeme de vectorisation, on entend 
selon 1' invention, un processus capable de transporter 
ladite substance active jusqu'a une cible, comme par 
30 exemple : 

- de faire traverser la membrane cellulaire 
a une substance active et de permettre la distribution 
de celle-ci dans le cytoplasme et/ou dans ie 
compartiment nucleaire, 
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- d ' amener une substance active au niveau 
d'un organe particulier, par exemple de faire franchir a 
cette substance active la barriere hemato-encephalique , 

- de forcer cette substance active a 
5 interagir specif iquement avec un type cellulaire donne, 

comme par exemple les hematies. 

La presente invention a done pour objet des 
peptides derives des peptides ant ibiotiques ou 
10 d* analogues de ceux-ci, caracterises en ce qu'ils sont 

depourvus de pont disulfure. 

On entend par analogue de peptides 
antibiotiques, un peptide dont la sequence en acides 
amines ' a ece modifiee sans que cela n'entaine de 
15 modification dans les proprietes antibiotiques dudit 

peptide . 

L ' absence de pont disulfure dans les 
peptides de 1 1 invention peut etre obtenue par tout moyen 
20 connu de I'homme du metier, comme par exemple : 

en supprimant ou en remplagant par 
d'autres acides amines les residus de cysteine de la 
sequence du peptide antibiotique, 

- en bloquant les groupes -SH des residus 
25 cysteines de facon a ce qu'ils ne forment pas de pont 

disufure, 

des lors bien entendu que le peptide obtenu 
presente les proprietes de vectorisation sans toxicite 
pour les cellules decrites precedemment . 

30 Ces modifications peuvent etre realisees 

lors de la preparation des peptides de 1' invention, plus 
particulierement par synthese chimique ou par expression 
d'un gene codant pour ledit peptide, ou directement sur 
un peptide antibiotique par action d* agents chimiques 

35 permettant d'ouvrir et de bloquer les groupes -SH des 

residus de cysteine. 
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Les modifications ci-dessus concernent 
avantageusement tous les residus de cysteines du peptide 
antibiotique, mais des lors que la presence d'un unique 
residu de cysteine ne permet pas la formation de pont 
disulfure, les peptides de 1* invention peuvent contenir 
une seule cysteine. Les peptides antibiotiques naturels 
presentent generalement 4 ou 6 residus de cysteine 
capables de former deux ou trois ponts disulfures, aussi 
dans les peptides de 1* invention, l'une seulement de ces 
cysteines peut etre maintenue et les trois ou cinq 
autres sont modifiees ou bloquees . 

Les peptides antibiotiques dont derivent les 
peptides de 1 ' invention peuvent etre des defensines, des 
protegrines, des tachyplesines ou leurs analogues, dont 
les proprietes antibiotiques leur sont conferees par 
leur structure tertiaire resultant de la presence de 
ponts disulfures. 

Des peptides lineaire selon 1' invention 

repondent a 1 ' une des f ormules suivantes : 

BXXBXXXXBBBXXXXXXB { I ) 

BBXXXBXXXBXXXXBBXB ( II ) 

qui peuvent etre aussi representees par la 

formule unique (III) suivante : 

B(XB)X(XB)X(XB)XX(XB)B(XB)XXX(XB) (XB)XB 
dans lesquelles : 

- les groupes B, identiques ou differents, 
representent un residus d'acide amine dont la chaine 
laterale porte un groupement basique, et 

- les groupes X, identiques ou differents, 
representent un residus d'acide amine aliphatique ou 
aroma ti que , 

ou sont constitues d'une sequence d'au moins 
5 et de preference d'au moins 7 acides amines successifs 
de l'une des f ormules (I) ou (II), des lors que cette 
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sequence presente les proprieties de vectorisation sans 
toxicite pour les cellules decrites precedemment . 

B et X peuvent etre des acides amines 
5 naturels ou non , y compris des acides amines de 

configuration D. 

On peut citer comme exemple, les 
significations de B et X suivantes : 

- B est choisi parmi I'arginine, la lysine, 
l'acide diaminoacetique , 1'acide diaminobutyr ique , 
1'acide diaminopropionique, 1' ornithine. 

- X est choisi parmi la glycine, 1' alanine, 

la valine, la norleucine, 1 ■ isoleucine , la leucine, la 

A c m 

cysteine, la cysteine , la penicillamine, la 
methionine, la serine, la threonine, 1 * asparagine , la 
glutamine, la phenylalanine, l'histidine, le 
tryptophane, la tyrosine, la proline, l'Abu, l'acide 
amino-l-cyclohexane carboxy 1 ique , I'Aib, la 2- 
amino tetral ine carboxy 1 ique , la 4 -bromophenylalanine , 
tert-Leucine , la 4-chlorophenylalanine , la P~ 

cyclohexylalanine, la 3 , 4-dichlorophenylalanine, la 4- 
f luorophenylalanine , 1 ' homoleucine , la |3-homoleucine , 

1 1 homophenylalanine, la 4-methylphenylalanine , la 1- 
naphtylalanine , la 2 -naphty lalanine , la 4- 
nitrophenylalanine, la 3-nitrotyrosine, la norvaline, la 
pheny Iglyc ine , la 3 -pyr idylalanine , la [2- 
thienyl] alanine . 

30 L' invention concerne aussi des derives des 

peptides de formules (I) ou (II) comme lesdits peptides 
sous forme retro, ou des fragments des peptides de 
formules (I) ou (II) constitues de cinq et de preference 
sept acides amines successifs de l'une des formules (I) 

35 ou (II) . 



15 



20 
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Parmi les peptides de 1' invention, on peut 
citer plus particulierement ceux repondant aux formules 
suivantes : 

RXXRXUXURRRXUXUXXR-NH2 (V) 
5 RRXUXRXUXRXXUXRRUR-NH2 (VI) 

dans lesquelles 

- U represente la serine ou la threonine, 

- R represente l'arginine, et 

- les groupes X identiques ou differents 
10 representent un acide amines naturel ou non (y compris 

acides amines de configuration D) aliphatiques ou 
aromatiques, comme la glycine, 1' alanine, la valine, la 
norleucine, 1 ' isoleucine, la leucine, la cysteine, la 
cysteine Acm , la penicillamine, la methionine, la serine, 

15 la threonine, 1 ' asparagine , la glucamine, la 

phenylalanine, l'histidine, le tryptophane, la tyrosine, 
la proline, l'Abu, l'acide amino-l-cyclohexane 
carboxylique, l'Aib, la 2-aminotetraline carboxylique , 
la 4-bromophenylalanine , ter t-Leucine , la 4- 

20 chlorophenylalanine, la (}-cyclohexylalanine , la 3,4- 

di chlorophenylalanine, la 4- fluor ©phenylalanine , 
1 'homo leucine, la (3 -homo leucine, 1 'homophenyialanine, la 
4-methylphenylalanine , la 1-naphtylalanine , la 2- 
naphtylalanine, la 4-nitrophenylalanine , la 3- 

25 nitrotyrosine, la norvaline, la phenylglycine, la 3- 

pyridylalanine, la [ 2 -thienyl] alanine. 

Parmi les peptides de formules (I) et (II) 
ou leurs derives, 1' invention envisage a titre 
30 specifique ceux derives de protegrines et de 

tachyplesines rapportes dans les tableaux I et II ci- 
dessous. 



Printed from Mimosa 02/01/04 13:37:44 Page: 12 



WO 99/07728 



PCT/FR98/01757 



Tableau I : derives de protegrines 



Code 


sequence 


Modification 


SM173 8 


RGGRL SYS RRRF S VS VGR 


Tete de serie 


SM173 6 


rggrlsysrrrf svsvgr 


Aa de forme D de SM1738 


SM1727 


RGVSVSFRRRSYSLRGGR 


Forme retro de SM1738 


SM1739 


EGGELSYSEEEFSVSVGE 


Inversion de charge (R — » E) 


SM2187 


RGGRLAYRLLRFAIRVGR 


Augmentation du caractere 
amphipathique 


SM2188 


OGGOXXBOXXOBXXXOXG 


Augmentation du caractere 
hydrophobe 


SM2189 


RAARLGYRXXRFGZRVGR 


Augmentation du caractere 
amphipathique 


SM2194 


YRRRFSVSVR 


Partie C terminale de SM2193 


SM2195 


RRLSYSRRRF 


Partie N terminale de SM2193 


SM2193 


RRLSYSRRRFSVSVR 


Diminution de la 
flexibility (deletion G) 


SM2196 


RGGRLSYSRRRF STSTGR 


Inhibition dimerisation 


Tableau II : derives de tachvplesines 


Code 


Sequence 


Modification 


SM1726 


KWSFRVSYRG I SYRRSR 


Tete de serie 


SM2307 


RWSFRVSYRGISYRRSR 


Mutation K — » R 


SM2392 


rwsfrvsyrgisyrrsr 


Aa de forme d (de SM2307) 


SM2309 


kwsf rvsyrqisyrrsr 


Aa de forme d (de SM1726) 


SM2310 


RSRRYSIGRYSVRFSWK 


Forme retro 


SM2190 


OBXBOXXBOGXOBXXOX 


Augmentation du caractere 
hydrophobe 


SM2191 


KWAFRVAYRG IRYLLRL 


Augmentation du caractere 
amphipathique 


SM2192 


KYAWRVAHRG IRWLLRX 


Augmentation du caractere 
amphipathique 



Dans les sequences des tableaux I et II ci- 
dessus, B represente la Napthylalanine , O represente 
l'Ornithine, X represente la Norleucine et Z 

represente la Norvaline. 

L" invention concerne aussi 1 ' utilisation des 
peptides ci-dessus pour la vec torisation d'une ou 
plusieurs substances actives tant pour des applications 
therapeutiques que de diagnostic. A titre de substance 
active, 1' invention envisage notamment des proteines ou 
fragments de proteines, comme des polypeptides ou 



Printed from Mimosa 02/01/04 13:37:45 Page: 13 



WO 99/07728 



12 



PCT/FR98/01757 



peptides, des anticorps ou partie d' anticorps, des 
acides nucleiques et oligonucleotides ou des ribozymes, 
ou encore, bien entenu des molecules chimiques actives 
pour le traitement ou la prevention de pathologies 
5 humaines ou animales, comme par exemple et de maniere 

non limitative des antitumoraux, des antiviraux, des 
agents anti-inf lammatoires , des agents empechant la 
degradation d'organes et/ou de tissus, etc... 

Dans le domaine du diagnostic, la substance 
10 active peut etre un marqueur radioactif, un marqueur 

colore, ou tout autre moyen ou substance capable de 
reveler un metabolisme ou une pathologie. 

Li ' invention a done egalement pour objet des 
15 composes de formule (IV) suivante, ainsi que les 

compositions les contenant : 

( Y-Kj — (-A-) (-Z) m 

IV 

dans laquelle 

20 - A represente un peptide lineaire derive 

d'un peptide antibiotique conforme a 1' invention, 

- Z represente une substance active, comme 
defini ci-dessus, 

- Y represente un agent signal, 

25 - n est 0 et ou plus, et avantageusement 0 

ou 1, 

- m est 1 ou plus, et de preference jusqu'a 
10 avantageusement jusqu'a 5. 

Ainsi, les composes de formule (IV) ci- 
30 dessus sont formes a partir d'un peptide de 1' invention 

couple a une ou plusieurs substances actives, identiques 
ou differentes, representees par le groupe (Z) dans la 
formule (IV) , et eventuellement un ou plusieurs agents 
de signal, representes par le groupe (Y) dans la formule 
35 (IV), ayant un role d'adressage du compose de formule 

(IV) vers un type cellulaire, un site ou compartiment de 
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la cellule ou un tissus par t icul ier . Plus 
particulierement , 1' agent signal (Y) est un oligopeptide 
ou une proteine, comme un peptide signal, un signal de 
localisation nucleaire, un fragment d'anticorps, ou une 
5 molecule chimique ligand ou anti-ligand d'un recepteur. 

Dans une forme toute particuliere de 
realisation des composes de formule (IV) , le groupe (Y) 
est fixe au groupe (Z) . 

Le couplage, symbolise par les traits 
10 horizontaux dans la formule (IV) , peut etre realise par 

tout moyen de liaison acceptable compte tenu de la 
nature chimique, de 1 ' encombrement et du nombre de 
groupes (Z) et (Y) dans les composes de formule (IV), 
comme des liaisons covalentes, hydrophobes ou ioniques, 
15 clivables ou non-c 1 ivables dans les milieux 

physiologiques . Le couplage peut etre effectue en 
n'importe quel site du peptide (A), dans lequel des 
groupements fonctionels tels que -OH, -SH, -COOH, -NH2 
sont naturellement presents ou ont ete introduits. 
20 L ' invention envisage aussi la fixation de 

plusieurs groupes (Z) sur un meme site du peptide (A) , 
soit directement, si ce site comporte plusieurs 
groupements f onctionnels , comme dans le cas d'une lysine 
C- ou N-terminale, soit indirectement via un groupe 
25 intermediaire portant plusieurs groupements reactionnels 

permettant d'y fixer plusieurs groupes (Z) . 

Les positions de couplage preferees pour la 
substance active sont au niveau des extremites N- 
terminale ou C-terminale ou bien au niveau des 
30 groupements amines primaires portes par les chaines 

laterales des lysines du peptide (A) . Dans le cas ou 
l'on utilise l'extremite C-terminale du peptide (A) pour 
accrocher la substance active (Z), l'extremite N- 
terminale est disponible pour le couplage eventuel a un 
35 agent signal (Y) permettant l'adressage du compose de 
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l 1 invention soit vers le noyau, soit encore vers un type 
tissulaire particulier. 

En effet, par exemple dans le cas du 
couplage a l'extremite C-terminale d'un peptide lineaire 

5 de 1* invention, d'une substance active constitute par un 

marqueur fluorescent, ou de la biotine, ou encore d'une 
molecule medicamenteuse telle que la doxorubicine, le 
complexe covalent peptide-drogue apres administration 
se repartit dans le cytoplasme de la cellule cible. II 

10 est possible d'amener ce complexe dans le compartiment 

nucleaire en coupiant a l'extremite N-terminale du 
peptide une courte sequence basique, par exemple 
d* environ 7 acides amines, correspondant a un signal de 
localisation nucleaire. Dans ces conditions, la biotine 

15 ou la doxorubicine se retrouvent dans le noyau de la 

cellule . 

De la meme maniere, il est possible de 
vectoriser une drogue vers un type cellulaire donne, en 
ajoutant a l'extremite N-terminale du peptide lineaire 

20 de 1' invention couple a son extremite C-terminale a un 

medicament, une sequence peptidique capable de 
reconnaitre specif iquement un determinant present a la 
surface de type cellulaire. Ainsi, le pentadecapeptide 
0tM2 (Swolapenko, G. B. et al . , 1995, The Lancet 346, 

25 1662-65) synthetique, fragment d'un anticorps 

monoclonal, dirige contre un antigene exprime par les 
cellules de cancer du sein (Tumour Associated Antigen 
Polymorphic Epithelial Mucin) , conserve une bonne 
af finite pour ces cellules. Il est done possible en 

30 associant aM2 a un ensemble peptide lineaire-medicament , 

d'amener cet ensemble pref erent iellement vers les 
cellules qui expriment la caracteris tique antigenique 
liee au cancer mammaire. 

Les composes de formule (IV) peuvent etre 

35 prepares par synthese chimique ou en utilisant des 

techniques de biologie moleculaire. 
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On peut utiliser pour les syntheses 
chimiques des appareils commerciaux permettant 
d'incorporer des acides amines non-naturels, tels que 
les enantiomeres D et des residus ayant des chaines 
5 laterales ayant des hydrophobic ites et des encombrements 

differents de ceux de leurs homologues naturels. Au 
cours de la synthese, il est evidemment possible de 
realiser un large eventail de modifications, par exemple 
introduire sur le N-terminal un lipide (prenyl ou 

10 myristyl) de fagon a pouvoir ancrer le peptide de 

1 ' invention et done le compose de formule (IV) a une 
membrane lipidique telle que celle d'un liposome 
constitue de lipides charges posit ivement . Il est 
egalement possible de remplacer une ou plusieurs 

15 liaisons peptidiques (-CO-NH-) par des structures 

equivalentes coitime -CO-N(CH3)-, -CH 2 -CH2-, -CO-CH2-, ou 
bien d * intercaller des groupes comme -CH2-, -NH-, -O- . 

On peut egalement obtenir les composes de 
formule (IV) ou partie de ceux-ci de nature proteique a 

20 partir d'une sequence d'acide nucleique codant pour 

celui-ci. La presente invention a aussi pour objet une 
molecule d'acide nucleique comprenant ou constitute par 
une sequence nucleique codant pour un peptide lineaire 
derive de peptide antibiotique . Plus particulierement 

25 1' invention concerne une molecule d'acide nucleique 

comprenant au moins une sequence codant pour un compose 
de formule (IV) ou une partie de celui de nature 
proteique. Ces sequences d' acides nucleiques peuvent 
etre des ADN ou ARN et etre associees a des sequences de 

30 controle et/ou etre inserees dans des vecteurs. Le 

vecteur utilise est choisi en fonction de l'hote dans 
lequel il sera transfere; il peut s'agir de tout vecteur 
comme un plasmide. Ces acides nucleiques et vecteurs 
sont utiles pour produire les peptides lineaires et les 

35 composes de formule (IV) ou partie de ceux-ci de nature 

proteique dans un hote cellulaire. La preparation de ces 
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vecteurs ainsi que la production ou 1' expression dans un 
hote des peptides lineaires ou des composes de formule 
(IV) peuvent etre realisees par les techniques de 
biologie moleculaire et de genie genetique bien connues 

5 de I'homme du metier. 

A titre d'exemple, un tel procede de 
production d*un peptide selon 1* invention consiste : 

a transferer une molecule d'acide 
nucleique ou un vecteur con tenant ladite molecule dans 

10 un hote cellulaire, 

- a cultiver ledit h6te cellulaire dans des 
conditions permettant la production du peptide, 

- a isoler , par tous moyens appropries les 
peptides de 1' invention. 

15 L'hote cellulaire mis en oeuvre dans ce type 

de procede peut etre choisi parmi les procaryotes ou les 
eucaryotes et notamment parmi les bacteries, les 
levures, les cellules de mammiferes, de plantes ou 
d'insectes. L 1 invention concerne done aussi les cellules 

20 transformers exprimant les peptides lineaires ou les 

composes de formule (IV) ou partie de ceux-ci de nature 
proteique. 

L' invention se rapporte aussi : 

aux compositions pharmaceu t ique s 
25 comprenant comme principe actif au moins un compose de 

formule (IV) eventuellement associe a un vehicule ou 
support acceptable. 

- aux agents de diagnostic constitues d'au 
moins un compose de formule (IV) . 

30 

D'autres caracteris t iques et avantages de 
1* invention apparaitront dans la description qui suit se 
rapportant a la preparation de composes de formule (IV) 
ainsi qu'aux travaux de recherche ayant mene a la mise 
35 en evidence des proprietes de vectorisation des peptides 
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lineaires de 1' invention derives de peptides 
antibiotiques . 

Exemple 1 : Fixation de la biotine et de la 
5 doxorubicine sur des analogues lineaires de peptides 

antibiotiques . 

1} Preparation des peptides lineaires . 
Les trois peptides de sequences ci-dessous 
ont ete synthetises : 

RGGRLXYXRRRFXVXVGR-NH2 
RRWXFRVXYRGFXYRKXR-NH2 
KWXFRVXYRGIXYRRXR-NH2 

dans lesquels X represente les residus 
serine, threonine ou alanine. 

Ces peptides derivent repectivement des 
sequences de le protegrine PG-1 de formule : 
RGGRLCYCRRRFCVCVGR-NH2 , 
de la tachyplesine 1 de formule : 
KWCFRVCYRGICYRRCR-NH2 , 
de la polyphemusine de formule : 
KWXFRVXYRG I XYRRXR - NH 2 . 

Ces trois peptides peuvent etre prepares 
indif f eremment soit a partir d'une chimie BOC, soit a 
partir d'une chimie FMOC, par des procedes classiques de 
synthese en phase solide ou homogene . 

2) Fixation de la biotine sur les peptides 

lineaires . 

30 Le peptide est synthetise en phase solide et 

apres incorporation de I'arginine N-terminale on ajoute 
l'acide 5-aminopentanoique . Le Fmoc ou le Boc NT- 
terminal est enleve et on fait reagir sur le peptide 
tou jours accroche a la resine le N-hydroxy succimido 

35 ester de la biotine dans le dimethyl formamide . Apres 15 

heures de reaction a temperature ambiante, le peptide 



15 



20 
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biotinile est coupe du support par action de l'acide 
trif luoroacetique ou de l'acide f luorohydrique selon des 
protocoles bien etablis dans la chimie des peptides. Le 
peptide est ensuite purifie par chromatographic liquide 
a haute pression. 

3 ) Fixation de la doxorubicine sur un 
peptide lineaire 

Pour fixer la doxorubicine, on synthetise en 
phase solide le peptide de formule : 

RGGRLXYXRRRFXVXVGR-NH2 

Apres clivage du support de purification, le 
peptide est traite par l'anhydre glutarique en presence 
de triethylamine . Le peptide est alors purifie et le 
groupement -COOH porte par le glutaryl en N- terminal est 
active par le melange diisopropylcarbodiimide et 1- 
hydroxybenzotriazole . Apres deux heures de reaction a 
temperature ambiante, de la doxorubicine est ajoutee et 
le melange est agite pendant 12 heures a 0°C. L ' ensemble 
pept ide-doxorubicine est alors purifie par 
chromatographie liquide a haute pression. 

Exemole 2 : Caoacite des peptides lineaires 
de 1' invention a passer les membranes de cellules . 

1) Modeles cellulaires . 

La capacite des peptides a passer les 
membranes a ete testee sur divers types cellulaires 
(MCF7, MCF7R, HL60, HL60R, HeLa) . 

Les cellules sont cultivees sur RPMI 1640 
(Gibco) auquel on ajoute 10% (v/v) de serum veau foetal, 
2mM glutamine and 2mM penicilline/streptomycine , a 37°C. 
3 0 000 cellules sont ensemencees dans des chambres Lab 
Tek et cultivees pendant 1 jour. 
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2 ) Traitement par les peptides lineaires- 
biotine prepares conformement a 1 ' exemple 1 (2) . 

Les cellules sont incubees dans de l'Opti- 
Mem (Gibco) pendant une heure avant d'etre traitees 
5 pendant des temps variables avec les peptides marques a 

la biotine. 

Ces derniers sont obtenus conformement a 
1' exemple 1(2) en traitant 1 equivalent de peptide 
lineaire par 2 equivalents d'ester de N- 

10 hydroxysuccinimide de la biotine, puis purifie par 

chromatographie liquide a haute pression. 

Les cellules sont ensuite fixees avec une 
solution a 3.7% de paraformaldehyde pendant 5 minutes a 
25°C, puis rincees trois fois avec du PBS. Elles sont 

15 ensuite permeabilisees par du Triton 0.1% (1 min, 

temperature ambiante) . Apres trois ringages au PBS, les 

cellules sont incubees 10 min avec 200 \il d'anticorps 

erne 

TexRed dilue au 3 00 et rincees trois fois au PBS. Les 
lames sont enfin montees avec une solution Mowiol-Dabco 
20 et observees au photomicroscope Axiophot . 

3 ) Traitement par les peptides lineaires- 
doxorubicine prepares conformement a 1' exemple 1 (3) . 

Les cellules sont incubees pendant 15 
25 minutes, puis rincees avec du PBS et ensuite la 

doxorubicine presente dans la cellule est dosee par 
chromatographie . 

4 ) Resultats . 

30 a) Parmi les peptides etudies, ceux qui 

passent le plus facilement les membranes sont ceux 
repondant aux formules suivantes : 

RXXRXUXURRRXUXUXXR-NH2 (V) 
RRXUXRXUXRXXUXRRUR - NH 2 ( VI ) 

35 dans lesquelles 

- U represente la serine ou la threonine, 
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- R represente l'arginine, et 

- les groupes X identiques ou differents 
representent un acide amines naturel ou non (y compris 
acides amines de configuration D) aliphatiques ou 
aromatiques, comme la glycine, 1' alanine, la valine, la 
norleucine, 1 ' isoleucine, la leucine, la cysteine, la 
cysteine Acm , la penicillamine, la methionine, la serine, 
la threonine, 1 ' asparagine , la glutamine, la 
phenylalanine, l'histidine, le tryptophane, la tyrosine, 
la proline, l'Abu, 1' acide amino- 1-cyclohexane 
carboxylique, l'Aib, la 2-aminotetraline carboxylique, 
la 4-bromophenylalanine , tert-Leucine, la 4- 
chlorophenylalanine, la (3-cyclohexylalanine , la 3,4- 

dichlorophenylalanine , la 4- f luorophenyl alanine , 
1 'homo leucine, la p-homoleucine, 1 1 homophenylalanine, la 
4-methylphenylalanine, la 1-naphtylalanine , la 2- 
naphtylalanine , la 4-nitrophenylalanine , la 3- 
nitrotyrosine, la norvaline, la phenylglycine , la 3- 
pyr idylalanine , la [ 2 - thienyl ] alanine . 

b) Les resultats des experiences menees avec 
la doxorucine montrent une augmentation significative de 
la concentration plasmique et nucleaire en doxorubicine 
lorsque celle-ci est couplee au peptide lineaire de 
1' invention par rapport a 1 ' utilisation de doxorubicine 
seule . 

c) Les experiences avec la biotine ont ete 
effectuees plus particulierement sur des cellules MCF7 
traitees a differents temps par un complexe biotine- 
peptide de 1 1 invention de f ormule : 

biotine-RGGRLSYSRRRFSVSVGR-NH2 

Ces travaux ont donne lieu a des cliches 

(non representes) : 

- Controle dans lequel la cellule a ete 

traitee avec la biotine seule. 
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- Traitement de la cellule pendant 2 minutes 
avec un complexe bio t ine -pep tide lineaire de 
1 ' invention. 

- Traitement de la cellule pendant 30 
5 minutes avec un complexe biotine-peptide lineaire de 

1 ' invention . 

On observe dans ces cliches que la biotine 
seule ne rentre pas dans la cellule et s'accumule 
faiblement autour de celle-ci. A 1' inverse, avec le 
10 complexe de 1* invention, on constate que la biotine est 

entrainee rapidement par le peptide lineaire de 
1 ' invention a 1 ' interieur de la cellule ou elle est 
presente dans le cytoplasme et dans le noyau de la 
cellule . 

15 

Exemole 3 : Caoacite d ' internalisation des 
peptides lineaires de 1' invention . 

Des peptides lineaires de 1 ' invention 
20 derives de Protegrines et Tachyplesines ont ete testes 

sur differentes lignees cellulaires, dans le but 
d'evaluer leur internalisation respective. 

1) Conditions Experiment ales . 

25 Les cellules sont ensemencees a environ 10 

cellules par puits, 24 h avant 1' addition des peptides 
biotinyles. Elles sont alors a 60-80% de confluence le 
jour de 1 ' experience . Les peptides biotinyles sont 
incubes avec les cellules a la concentration de lOuM, 

30 pendant 15 minutes, a 37 °C dans une atmosphere a 9 5% 

d'humidite et 5% de C02 dans un milieu OptiMem, . Les 
cellules sont lavees trois fois avec du PBS a 
temperature ambiante puis sont fixees a la formaline 
(3,7% de formaldehyde dans PBS, 10 min a temperature 

35 ambiante) . Elles sont ensuite lavees avec du PBS et 

permeabilisees pendant 15 min avec du PBS-TritonX-100 . 
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La revelation est faite avec de la streptavidine-Texas- 
Red pendant 15 min a 1 ' abri de la lumiere et les 
cellules sont ensuite montees entre lame et lamelle. 
Elles sont observees en microscopie a fluorescence, et 
5 comparees a un temoin positif (Ap43-58), bien decrit 

dans la litterature, et a un temoin negatif . 

Les noyaux des cellules ont ete colores avec 

du Hoechst . 

10 2) Lianees cellulaires . 

Toutes les lignees testees sont d'origine 
humaine et ont ete obtenues commercialement aupres de 
1 ' ATCC . 

Lignees non tumorales : MRC5 
15 (fibroblaste de poumon) , HuVeC (endotheliale, cordon 

ombilical) . 

Lignees tumorales : HT2 9 (carcinome du 
colon) , HepG2 (hepatoblas tome ) , A172 (glioblastome) , 
HMCB (melanome) . 

20 Les cellules sont cultivees a 37°C dans une 

atmosphere a 95% d'humidite et 5% de C02 . Le milieu de 
culture est celui recommande par l'ATCC. 



3 ) Peptides testes . 
25 Les deux series de peptides testees sont 

celles des tableaux I et II. 



4) Resultats . 

Les resultats d' internalisation sont montres 
30 dans les tableaux III et IV ci-dessous. Les peptides 

penetrent dans les cellules avec differents degres 
d' internalisation. Certains (tels que SM173 9 et SM2190) 
ne sont pas internalises alors que d'autres (tels que 
SM2307, SM2187, etc..) penetrent avec une bonne 
35 efficacite. Nous avons aussi observe que certains 

peptides penetrent beaucoup plus dans un type cellulaire 
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que dans d'autres. Par exemple, le SM2196 a une 
meilleure internalisat ion dans les cellules tumorales 
( HepG2 , A172, et HT29) que dans les cellules non 
tumorales (MRC5 et HuVeC) . A 1' inverse, le peptide 

5 SM1738 penetre beaucoup plus dans les lignees non 

tumorales que dans les lignees tumorales. Ces resultats 
suggerent qu'il y aurait un tropisme cellulaire. 

De maniere generale, il apparait que la 
forme retro des tetes de serie ne modifie pas de facon 

10 significative 1 ' internalisation . L ' augmentation de 

1 'hydrophobie a un effet negatif, pour les deux families 
de peptides testees. Il convient done eviter d'augmenter 
1 ' hydrophobie . En revanche, une augmentation de 
1 ' amphipathie sernble avoir un effet positif, au moins 

15 po^r la famille Protegrine. 



Tableau III : derives de protegrines 





HepG2 


A172 


HMCB 


HuVeC 


MRC5 


HT29 


Internalisation 


SM173 8 


+ 


+ 


+ 


+++ 


+++ 


+ 


reference 


SM1727 


0 


++ 


+ + 


+++ 


+ 


+ 


pas d' effet 
signif icatif 


SM173 6 


++ 


+ 


+ + 4- 


++++ 


+ +++ 


+ 


pas d' effet 
signif icatif 


SM1739 


0 


+ 


+ 


0 


0 


0 


effet neqatif 


SM2187 


+++ 


+++ 


+ + + + 


+++ 


++++ 


++ + 


effet positif 


SM2189 


+++ 


++ 


+ + + 


++ 


++++ 


+ + 


effet positif 


SM2188 


0 


0 


0 


++ 


0 


0 


effet neqatif 


SM2193 


++ 


++ 


++ + 


++ 


0 


0 


effet negatif 


SM2194 


0 


+ 


+++ 


+ 


+ 


0 


effet neqatif 


SM2195 


++++ 


0 


+ + + 


+ 


+ 


++++ 


contradictoire 


SM2196 


++++ 


++++ 


++ 






+++ + 


tropisme 



20 Les photos de microscopie a fluorescence de 

1 ' internalisation sont presentees aux figures 1 et 2 . 
Dans les lignees A172 et HT29, le peptide SM 1738, 
presente a titre d' exemple, apparait localise 
majoritairement dans le cytoplasme et dans une zone 

25 perinucleaire . Dans le cas de la lignee HuVec, le 

peptide a une localisation majoritairement 
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cy toplasmique . La colonne de gauche correspond a la 
coloration du noyau par Hoechst. 



Tableau II : derives de tachyplesines 

5 





HepG2 


A172 


HMCB 


HuVeC 


MRC5 


HT29 


Internal isat ion 


SM1726 


+++ 


+ 


++ +++ 


+++ 


+ + + 


+++ 


reference 


SM2310 


nd 




++++ 


+++ 


++ 


+++ 


pas d'effet 


SM2309 


nd 


+ + + + 


++ 


++ 


++ + + 


++++ 


nd 


SM2191 


++ 


+ + 


++ 


nd 


+ + + 


+++ 


pas d'effet 


SM2192 


+ 


+++ 


+++ + 


+++ 


++++ 


++ 


pas d'effet 


SM2190 


0 


0 


0 


0 


0 


0 


effet negatif 


SM2307 


nd 


+ + + + + 


+++++ 


++++ 


++ ++ 


+++++ 


effet positif 


SM2392 


nd 


+ + + 


++++ 


++ 


+ + + 


++++ 


pas d'effet 



nd : non determine 

Les photos de 1 ' internalisation sont 



presentees aux figures 3 et 4 en annexe. Pour les 3 
lignees cellulaires presentees {A172, HT29, HuVeC) , le 
10 peptide biotinyle est localise dans le cytoplasme de 

fagon diffuse et marque egalement de fagon nette le 
nucleole. La colonne de gauche correspond a la 
coloration du noyau par Hoechst. 

15 Exemple 4 : Internalisation de la 

doxorubicine vectorisee . 

Les cellules sont ensemencees a environ 10 4 
cellules par puits, 24 h avant 1' addition des produits. 

20 Elles sont alors a 60-80% de confluence le jour de 

1 ' experience . La doxorubicine libre d'une part, ou la 
doxorubicine couplee au vecteur SM173 8 d' autre part, 
sont incubes avec les cellules MCF7 a la concentration 
de 10 uM, pendant 60 minutes, a 37°C dans une atmosphere 

25 a 95% d'humidite et 5% de C02 dans le milieu de culture. 

La localisation subcellulaire de la doxorubicine, 
naturellement f luorescente , a ete determinee par 
microscopie confocale. Les resultats sont presentes a 
la figure 5 en annexe. La localisation est pour partie 
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cytoplasmique et pour partie nucleaire. Le noyau est 
alors marque de fagon diffuse. 

Dans les sequences peptidiques rapportees 
5 ci-dessus, les acides amines sont representes par leur 

code a une lettre, mais ils peuvent etre aussi 
representes par leur code a trois lettres selon la 
nomenclature ci-dessous. 



25 



A 


Ala 


alanine 


C 


Cys 


cysteine 


D 


Asp 


acide aspartique 


E 


Glu 


acide glutamique 


F 


Phe 


phenyl a 1 an ine 


G 


Gly 


glycine 


H 


His 


histidine 


I 


He 


isoleucine 


K 


Lys 


lysine 


L 


Leu 


leucine 


M 


Met 


methionine 


N 


Asn 


asparagine 


P 


Pro 


proline 


Q 


Gin 


glutamine 


R 


Arg 


arginine 


S 


Ser 


serine 


T 


Thr 


threonine 


V 


Val 


valine 


W 


Trp 


tryptophane 


Y 


Tyr 


tyrosine 
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RE VEND I CAT I ONS 

1) Peptide derive d'un peptide antibiotique 
ou d'un analogue de celui-ci, caracterise en ce qu'il 

5 est depourvu de pont disulfure. 

2) Peptide derive d'un peptide antibiotique 
ou d'un analogue de celui-ci, caracterise en ce que tous 
les residus cysteines, eventuellement sauf un, sont 

10 supprimes, remplaces par un autre residu d'acide amine 

ou bloques au niveau de leur groupe SH. 

3) Peptide lineaire selon 1 ' une quelconque 
des revendications 1 a 2, caracterise en ce qu'il repond 

15 a 1'une des formules suivantes : 

BXXBXXXXBBBXXXXXXB ( I ) 

BBXXXBXXXBXXXXBBXB (II) 
dans lesquelles : 

- les groupes B, identiques ou differents, 
20 representent un residu d'acide amine dont la chaine 

laterale porte un groupement basique, et 

- les groupes X, identiques ou differents, 
representent un residu d'acide amine aliphatique ou 
aromatique, 

25 ou en ce qu'il est constitue d'une 

succession d'au moins 5, et de preference d'au moins 7 
acides amines successifs de l'une des formules (I) ou 
(ID . 

30 4) Peptide lineaire selon la revendication 

3, caracterise en ce que les groupes B sont choisis 
parmi l'arginine, la lysine, l'acide diaminoacetique , 
1 ' acide diaminobutyrique , 1 ' acide diaminopropionique , 
1 ' ornithine . 

35 



L 



Printed from Mimosa 02/01/04 13:38:04 Page: 28 



WO 99/07728 



27 



PCT/FR98/01757 



5) Peptide lineaire selon 1 ' une des 
revendications 3 a 4, caracterise en ce que les groupes 
X sont choisis parmi la glycine, 1' alanine, la valine, 
la norleucine, 1 ' isoleucine, la leucine, la cysteine, la 

5 cysteine Acm , la penicillamine, la methionine, la serine, 

la threonine, 1 * asparagine , la glutamine, la 
phenylalanine, I'histidine, le tryptophane, la tyrosine, 
la proline, 1 1 Abu , l'acide amino-l-cyclohexane 
carboxylique , 1 ' Aib, la 2 -aminotetraline carboxylique , 

10 la 4-bromophenylalanine , tert-Leucine , la 4- 

chlorophenylalanine , la P~cyclohexylalanine, la 3,4- 

dichloropheny lalanine , la 4 - f luor ©phenylalanine , 
1 ' homoleucine , la (i-homoleucine , 1 ' homophenylalanine , la 

4-methylphenylalanine, la 1 -naphty lalanine , la 2- 

15 naphtylalanine , la 4 -ni tropheny lalanine , la 3- 

nitrotyrosine , la norvaline, la phenylglycine , la 3- 
pyridylalanine, la [ 2 -thienyl] alanine . 

6) Peptide lineaire selon 1 ' une quelconque 
20 des revendications 1 a 5, caracterise en ce qu'il repond 

a I'une des formules suivantes : 

RXXRXUXURRRXUXUXXR-NH2 (V) 
RRXUXRXUXRXXUXRRUR - NH 2 (VI ) 

dans lesquelles 

25 - U represente la serine ou la threonine, 

- R represente l'arginine, et 

- les groupes X identiques ou differents 
representent un acide amines naturel ou non, y compris 
acides amines de configuration D, aliphatiques ou 

30 aromatiques, comme la glycine, 1' alanine, la valine, la 

norleucine, 1 ' isoleucine , la leucine, la cysteine, la 
cysteine , la penicillamine, la methionine, la serine, 
la threonine, 1 * asparagine , la glutamine, la 
phenylalanine, I'histidine, le tryptophane, la tyrosine, 

35 la proline, 1 ' Abu , l'acide amino- 1 -eye lohexane 

carboxylique, l'Aib, la 2-aminotetraline carboxylique, 
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la 4-bromophenylalanine , tert-Leucine, la 4- 
chlorophenylalanine, la p-cyclohexylalanine , la 3,4- 
dichl or ©phenylalanine , la 4 - f luoropheny lalanine , 
1 ' homoleucine , la p-homoleucine , 1 ■ homophenylalanine , la 
5 4-methylphenylalanine , la 1-naphtylalanine , la 2- 

naphtylalanine , la 4 -ni trophenylalanine , la 3- 
nitrotyrosine, la norvaline, la phenylglycine, la 3- 
pyr idylalanine , la [ 2 - thienyl ] alanine . 

10 7) Peptide lineaire selon 1 ' une quelconque 

des revendications 1 a 6, de sequences suivantes : 

RGGRLS YSRRRFSVSVGR , 

RGVSVSFRRRSYSLRGGR , 

EGGELSYSEEEFSVSVGE , 
1 5 RGGRLAYRLLRFAIRVGR , 

OGGOXXBOXXOBXXXOXG , 

RAARLGYRXXRFGZRVGR t 

YRRRFSVSVR , 

RRLSYSRRRF , 
20 RRLSYSRRRFSVSVR , 

RGGRLSYSRRRFSTSTGR , 

oil B represente la Napthylalanine , O 
represente 1' Ornithine, X represente la Norleucine et Z 
represente la Norvaline. 

25 

8) Peptide lineaire selon 1 ' une quelconque 
des revendications 1 a 6, de sequences suivantes : 
KWSFRVSYRGISYRRSR, 
RWSFRVSYRG I SYRRSR , 
30 RSRRYS IGRYSVRFSWK , 

OBXBOXXBOGXOBXXOX , 
KWAFRVAYRGIRYLLRL , 
KYAWRVAHRG IRWLLRX 

oil B represente la Napthylalanine, O 
35 represente 1' Ornithine, X represente la Norleucine et Z 

represente la Norvaline. 
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9) Utilisation d ' un peptide antibiotique ou 
d'un analogue de celui-ci, depourvu de pont disulfure, 
pour vectoriser des substances actives dans un 
organisme . 

5 

10) Utilisation d'un peptide selon 1 ' une 
quelconque des revendications 1 a 8, pour vectoriser des 
substances actives dans un organisme. 



10 11) Compose de formule (IV) suivante : 

(Y^-AA) (-Z) m 

11 ILL (IV) 

dans laquelle 

- A represente un peptide lineaire derive 
15 d'un peptide antibiotique ou d'un analogue de celui-ci, 

- Z represente une substance active, 

- Y represente un agent signal, 

- n est 0 et ou plus, et avantageusement 0 

ou 1, 

20 - m est 1 ou plus, et de preference jusqu'a 

10, avantageusement jusqu'a 5. 



12) Compose de formule (IV) dans laquelle A 
est definie comme dans l'une quelconque des 
25 revendications 1 a 8 . 



13) Compose selon l'une des revendications 
11 ou 12, caracterise en ce que le couplage entre le 
peptide lineaire (A) et le groupe (Z) ou les groupes (Z) 

30 et (Y) est realise par une ou plusieurs liaisons 

covalentes, hydrophobes ou ioniques. 

14) Compose selon l'une quelconque des 
revendications 11 a 13, caracterise en ce que l'une au 

35 moins des substances actives (Z) est fixee par une 

liaison covalente soit aux extremites N-terminale ou C- 
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10 



15 



terminale, soit au niveau des groupements amines 
primaires portes par les chaines laterales des lysines, 
du peptide lineaire (A) . 

15) Compose selon 1 ' une quelconque des 
revendications 11 a 14, caracterise en ce qu'au moins un 
agent signal (Y) , s'il est present, est fixe par une 
liaison covalente a l'extremite N-terminale du peptide 
lineaire (A) . 

16) Composition pharmaceutique caracterise 
en ce qu'elle comprend comme principe actif au moins un 
compose de formule (IV) selon I'une quelconque des 
revendications 11 a 15. 

17) Un agent de diagnostic const itue d'au 
moins un compose de formule (IV) selon l'une quelconque 
des revendications 11 a 15. 
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